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論文内容の要旨
【目的】
子宮頚癌組織において悪性型 Human papillomavirus (HPV) が高頻度に検出され，なかでも悪性型の HPV16型，
18型は子宮頚癌の発生に重要な役割を果たしていると考えられている。 HPV のゲノム中には E6， E7 の 2 つの癌遺伝
子が存在し，悪性型HPV の E6 蛋白は， SV 40 large T antigen や adenovirus E 1 B と同様p53蛋白と結合し複合体
を形成することが報告されており， HPVの癌遺伝子産物による癌抑制遺伝子産物の不活化がHPV による癌化において
重要なステップと考えられている。一方，癌抑制遺伝子p53 は，その突然変異がヒ卜のさまざまな癌において普遍的に
高頻度に認められ，その機能の突然変異による不活化が，発癌に関与すると考えられている。子宮頚癌由来の細胞株に
おいて， HPV陽性のものには p53 の突然変異が認められずHPV陰性のものにのみ p53 の突然変異が認められることが
報告され，子宮頚癌の発癌に， HPVの癌遺伝子蛋白による p53遺伝子の不活化もしくは p53 の突然変異による p53 遺
伝子の不活化のいずれかの経路が重要であることが提唱された。本研究では HPV陽性及び陰性の子宮頚癌組織におけ
る p53遺伝子の異常を分子生物学的手法を用いて検索し， HPVの感染と p53 の突然変異との関連性について検討した。
【方法】
1. 子宮頚癌組織 36例(扇平上皮癌 30例，腺癌 6 {JìJ)を対象とし手術摘出標本及び患者白血球より DNA を抽出し以
下の検索に用いた。
2. Southern blot 法により主要な悪性型HPV (16, 18, 31, 33, 52, 56, 58型)の検出を行った。さらに高感度な
PCR法を用いて HPV16型及び 18 型の検出を行った。
3. p53遺伝子の exon 5 -8領域の突然変異を，各exonをそれぞ、れPCR法にて増幅後 Singie Strand Conformation 
Polymorphism (SSCP) 法にて検出し，突然変異の疑われた症例についてはさらに direct sequence 法により変異
の種類を同定した。
4. p53遺伝子のヘテロ接合性の消失 (LOH) を， p53 遺伝子の codon 72 の多型性を利用した PCR -Restriction 
Flagment Length Polymorphism (RFLP) 解析にて検出した。
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【成績】
1. Southern blot 法により， HPV DNA は 53% (1 9/36) に検出された。さらに Southern blot 法で陰性であっ
た 17 例中 10例に PCR法により HPV 16 型または 18型が追加して検出され，総計での HPV DNA の検出は 81 % 
(29/36) で，その内訳は 16型が 18 例， 18型が 3 例， 58型が 3 例， 56型が 2 例， 52型が l 例， 16型及び 18型が 2
例であった。また Southern blot法及び~PCR法の HPV検出感度限界は，それぞれ 10細胞中ウイルスゲノムが 1 コ
ピー及び 105 細胞中ウイルスゲノムが 1 コピーであった。
2. p53遺伝子の突然変異は 36例中で 2ØlJにのみ検出され，その変異は，それぞれ codon 133 の ATG→CTG (Met 
→ Leu) 及び codon 248 の CGG→ TGG (Arg→ Trp) のいずれも missense point mutation であった。
3. p53 のヘテロ接合a性の消失 (LOH) は患者白血球の DNA に codon 72 のヘテロ接合性を認めた 10例中で全例認
めなかった。
4. Southern blot 法により HPV 陽性であった 19例中全例に p53 遺伝子の突然変異は検出されなかった。同様に
Southern blot 法， PCR法のいずれにおいても HPV陰性であった 7例中全例でも p53遺伝子の突然変異は検出され
なかった。 p52遺伝子の点突然、変異の検出された 2ØiJはいずれも， HPV は Southern blot 法では検出感度以下でPCR
法でのみ検出可能であった 10 例中に認められた。
【総括】
1. 子宮頚癌においては， p53 遺伝子の突然変異及びヘテロ接合性の消失は，他のヒト癌に比して希であった。
2. 子宮頚癌由来の細胞株での報告とは異なり， HPV 陰性の子宮頚癌症例は必ずしも p53遺伝子の突然変異は伴って
おらず， p53遺伝子の突然変異の認められた症例においても HPVが検出された。これらのことより，子宮頚癌の発
癌に， HPVの癌遺伝子蛋白による，または p53遺伝子のヘテロ接合性の消失および点突然変異による p53遺伝子の
不活化が必須ではなく，他の癌化の過程が存在することが示唆された。
論文審査の結果の要旨
子宮頚部の癌化にヒトパピローマウイルス (HPV) が，重要な役割を果たすと考えられている。悪性型HPVの癌遺
伝子産物である E6蛋白は， p53蛋白と結合し p53 を不活化することが報告されており， p53 の p53 の不活化がHPV に
よる癌化において重要なステップと考えられている。一方，癌抑制遺伝子p53 は，その突然変異がさまざまなヒト癌で
高頻度に認められ，突然変異によるその機能の不活化が，発癌に関与すると考えられている。子宮頚癌由来の細胞株8
株を用いた研究では， HPV陽性のものには p53 の突然変異が認められずHPV陰性のものにのみ p53の突然変異が認め
られることが示され，子宮頚癌の発癌に， HPVの癌遺伝子蛋白による p53 の不活化もしくはp53 の突然変異による p53
の不活化のいずれかの経路が必須であるというモデルが提唱された。しかしこの報告は in vitro での検出の結果で，
in vivo 即ち子宮頚癌組織での HPVの感染と p53の突然変異との関連について臨床材料を用いた検討は未だなされて
いなかった。本研究では HPV陽性及び陰性の子宮頚癌組織における p53遺伝子の異常を分子生物学的手法を用いて系
統的に検索した初めての報告であり，以下の新しい知見を得た。
1. 子宮頚癌においては， p53遺伝子の突然変異及び、ヘテロ接合性の消失は，他のヒト癌に比して極めて希であること。
2. 子宮頚癌由来の細胞株での報告とは異なり， HPV陰性の子宮頚癌症例は必ずしも p53遺伝子の突然変異は伴って
おらず， p53遺伝子の突然変異の認められた症例においても HPVが検出されること。
これらの知見より，従来の仮設とは異なり子宮頚癌の発癌に， HPVの癌遺伝子蛋白による，または p53遺伝子のヘ
テロ接合性の消失および点突然変異による p53 遺伝子の不活化が必須ではないことが示された。
以上，本研究は，子宮頚癌組織における HPV の感染と p53 の突然変異との関連について初めて明らかにした点に
おいて学位に値すると考えられる。
円o??
